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論文内容の要旨
背 景
ビタミン B12（コバラミン）は，主にメチオニン合成
酵素とメチルマロニル CoAムターゼの補酵素として機
能しており，肝臓と腎臓を含む抹消組織に貯蔵されてい
ることが知られている。ビタミン B12は，高等動物にお
いて葉酸やビタミン B6といった水溶性ビタミンと相互
作用することで，アミノ酸代謝などに重要な役割を果た
している微量栄養素である。
食餌性由来のビタミン B12は胃においてハプトコリン
（HC）と結合し，腸管において内因子（IF）と結合す
ることにより体内へと吸収される。また，他の経路とし
て腸管において微生物により合成され生体内へと吸収さ
れることも報告されている。その後，血液中にて結合タ
ンパク質であるトランスコバラミンⅡ（TCⅡ）と結合
することで末梢組織へと輸送される。体内を循環したビ
タミン B12は，腎臓の近位尿細管にて再吸収され，尿中
への漏出が防がれることで生体内での再循環が行われ
る。このような機構が存在することにより生体内におけ
るビタミン B12の恒常性が維持されている。このよう
に，腎臓は尿の排出器官としての機能だけではなく，近
年の研究報告により肝臓に次ぐ第二の栄養貯蔵器官とし
ての機能も認知されるようになった。
腎臓におけるビタミン B12の再吸収に関わるタンパク
質としてmegalinが同定された。megalinは分子量 600
kDaの非常に大きな膜タンパク質であり，ビタミン B12
のみならずビタミン Aやビタミン Dといった化学的構
造が異なるビタミン，さらにはアルブミンなどの生体内
に重要なタンパク質をリガンドとし，細胞内へ取り込む
機構を持つ膜貫通タンパク質である。従来の報告では，
megalinの機能は細胞質側に存在する結合タンパク質に
よって制御されていることが示されているが，細胞外部
に存在するリガンド自体が megalinの制御機構に関わ
るかは依然不明である。そこで，数多のリガンドの中で
ビタミン B12が他の臓器と比較して腎臓に多く含有され
ていることから，ビタミン B12が megalin を介したエ
ンドサイトーシスの制御因子になり得ると著者らは予想
した。
本研究は，ビタミン B12欠乏モデルラット及び培養細
胞を用いて腎臓における megalinを介した再吸収機構
に着目し，1）ビタミン B12欠乏ラットにおける免疫染
色を用いたmegalinの局在の解析，2）蛍光染色を用い
たmegalinを介するリガンドの取り込みの観察，3）培
養細胞を用いたメチルマロン酸（MMA）存在下におけ
る megalin を介したエンドサイトーシスの解析，4）
megalin 変異体を用いた細胞外ドメインと MMA の関
連性の解析，上記 4課題に着目し生化学的手法及び分子
生物学的手法により解析を行った。
ビタミン B12欠乏モデル動物の作成
Wistar系 10週齢の雌雄ラットを用い，妊娠・授乳期
を通じてビタミン B12欠乏飼料を給餌した雌親ラットか
ら出生した雄ラットを実験に使用した。この雄ラットを
離乳後，対照群，ビタミン B12欠乏群，1 day-Cyano
B12（CNB12）群，7 days-CNB12群の 4群に分けて 100
日間飼育した。対照群は，ビタミン B12欠乏飼料で飼育
し，CNB12（1µg/日）を毎日投与した。ビタミン B12欠
乏群は，ビタミン B12欠乏飼料で飼育した。1 day-
CNB12群は，ビタミン B12欠乏飼料で飼育し，飼育終
了 1 日前に CNB12（1µg/日）を投与した。7 days-
CNB12群は，ビタミン B12欠乏飼料で飼育し，飼育終
─ 40 ─
＊城西大学薬学部 医療栄養学科 教授
了 7日間前に CNB12（1µg/日）を投与した。飼育終了
後，血液を採取するとともに，腎臓を摘出し解析に用い
た（岡山大学教育学部との共同研究）。血中ビタミン
B12濃度を測定した結果，ビタミン B12欠乏群において
有意に減少した。また，飼育終了前にビタミン B12を供
給することによって投与回数依存的に血中のビタミン
B12濃度が回復することを確認した。
1）ビタミン B12欠乏時における megalinへの影響の解
析
megalinは，近位尿細管を構成する管腔形質膜上皮細
胞に存在しており，複数のリガンドと結合することで
様々な栄養素を取り込むスカベンジャー受容体である。
具体的には，ビタミン B12を取り込む際には，輸送タン
パク質である TC Ⅱが megalin に結合することで，細
胞内部へとクラスリン依存エンドサイトーシスにより取
り込まれる。その後，取り込まれたビタミン B12は腎臓
内で一部が貯蔵され，残りは基底膜を介し血液中へと再
循環される。
細胞外部に存在するビタミン B12が枯渇することに
よってmgalinの局在が変動するかを確認するため，著
者らはmegalin抗体を用いた腎臓の免疫染色を行った。
その結果，対照群では megalinの陽性像が近位尿細管
細胞内に拡散していることが観察されたのに対して，ビ
タミン B12欠乏群では近位尿細管の管腔膜に密集して局
在していることが観察された。一方で，ビタミン B12を
再供給した群においては，管腔側に密集しておらず対照
群と同様に megalinの陽性像は拡散していた。次に，
ビタミン B12量の変動が megalinの発現量に影響を与
えているかを確認するため，WB及び qPCR法を用い
て定量を試みた。しかしながら，タンパク質及びmRNA
量においては各群での有意な差は認められなかった。こ
れらの結果を踏まえてビタミン B12は megalinの発現
を調節しているのではなく megalinの局在を制御して
いる可能性が示唆された。また，ビタミン B12欠乏群に
おいて管腔膜に megalinが密集して細胞内に拡散して
いないことから，ビタミン B12がエンドサイトーシスの
機能を制御する一要因であることが推察された。
2）megalinを介したビタミン Aの取り込みの解析
megalinは，ビタミン B12以外にも化学的分類が異な
るビタミン Aの取り込みも行うことが報告されている。
具体的には，ビタミン Aの結合タンパク質であるレチ
ノール結合タンパク質（RBP）が megalinを介したエ
ンドサイトーシスにより取り込まれる。
そこで，著者らは RBPの取り込みがビタミン B12濃
度に依存していると考え，共焦点顕微鏡を用いて RBP
と megalinの細胞内局在性の観察を行った。対照群に
おいて，近位尿細管細胞内に RBPの小胞が多量に観察
されたことから megalinを介したエンドサイトーシス
により正常に取り込まれている事が確認された。しかし
ながら，ビタミン B12欠乏群においては megalin と
RBPが管腔膜に留まり共局在していることから管腔膜
上で RBPの取り込みが抑制されていることが示唆され
た。一方で，ビタミン B12が再供給されるとこの共局在
は緩和され，大部分の RBPが細胞内部へと取り込まれ
ていることを見出した。これらの結果からビタミン B12
が低下すると，megalin の局在が尿細管管腔側に蓄積
し，RBPを含む他のリガンドの取り込みも抑制される
ことを推察した。さらに，腎臓での RBPの取り込みが
減少したことにより，再循環がされず血中の RBP及び
ビタミン A濃度も顕著に減少することを明らかにした。
また，ビタミン B12を再供給した結果，血液中の RBP
及びビタミン A濃度が回復した。以上の結果を踏まえ
て，ビタミン B12の低下は腎臓内の megalin を介した
エンドサイトーシスの抑制を通じて血液中への再循環も
低下させることが示唆された。
興味深いことに，このような megalinを介したエン
ドサイトーシスの機能不全はビタミン A欠乏ラットに
おいては確認されなかった。これらの結果より，mega-
linを介したリガンドの取り込みにはビタミン B12が重
要な役割を果たしていることを見出した。
3）MMAがmegalinの細胞内移行の阻害を行う
ビタミン B12欠乏時，メチルマロニル CoAムターゼ
の機能不全が引き金となり多量の MMAが尿中へと排
出されることが知られている。ビタミン B12欠乏モデル
ラットにおいても，尿中に多量の MMAが排出されア
シドーシスが誘導されることを確認している。そこで，
著者らはビタミン B12欠乏時に産生された高濃度の
MMA が megalin を介したエンドサイトーシスを抑制
する可能性について検討した。MMAの濃度変化や添加
時間による megalin の挙動を観察するため，megalin
を高発現するラット胚由来の細胞である L2 Yolk Sac
cells（L2 cells）を用いて解析を行った。一般的に，培
養細胞における受容体を介したエンドサイトーシスは氷
冷により一時的に停止し細胞膜上へと滞留する。その
後，細胞を 37℃でインキュベートをすることで細胞膜
上から細胞内へとエンドサイトーシスが再開することか
ら，この手法を用いて MMA の有無における megalin
を介したエンドサイトーシスの挙動を検討した。L2
cellsを用いた従来の報告では，氷冷によるエンドサイ
トーシスの停止から 37℃で 15分間インキュベートした
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後に megalinは細胞膜からエンドソームへと移行し，
30分後には再び膜へとリサイクリングされることが示
されている。MMA 存在下においては，15分後に一部
の megalinが濃度依存的にエンドソームに移行せず，
細胞膜上に滞留していることが観察された。さらに，細
胞膜上に滞留していることを確認するため，細胞膜上で
結合するアダプタータンパク質であるクラスリン及び
Disable2（Dab2）との共局在を検討した。その結果，
従来の報告では 15分後においては，アダプタータンパ
ク質と結合しないことが示されているのにも関わらず，
MMA 存在下においては megalin とともに細胞膜上で
共局在していることが観察された。また，HEK293T細
胞に FLAG-Dab2と HA-megalinを導入し MMAを 15
分間処理した後に免疫沈降法において両者の結合を確認
したところ，MMA 添加した細胞においては Dab2と
megalinが強固に結合していることを見出した。
次に著者らは，MMA添加においてアダプタータンパ
ク質と megalinが共局在していることから細胞膜表面
上に滞留している megalin の量を確認するため，sur-
face biotinylation assay を用いて解析を行った。sur-
face biotinylation assay とは細胞に sulfo-NHS-biotin
を細胞に処理することで細胞表面上に存在するタンパク
質及び細胞膜をビオチン標識し，アビジンビーズを用い
て精製することで細胞表面上に存在しているタンパク質
を検出する方法である。しかしながら予想に反し，
MMA 存在下において細胞膜上の megalin の量は非存
在下に比べて有意に減少していることが示された。この
結果より，megalinは細胞膜上に滞留しているのではな
く，細胞膜直下いわゆるエンドソームに到達するまでの
初期形成クラスリン小胞に蓄積していることが強く示唆
された。また，細胞表面上の megalinが減少している
ことから MMAは megalinを介したエンドサイトーシ
スを抑制するとともに細胞膜へのリサイクリング機構に
も影響を及ぼす可能性が示唆された。
著者らは，MMA以外の有機酸としてケトアシドーシ
スを誘導する b-ヒドロキシ酪酸（B-OH）や MMA が
引き起こすアシドーシスの尿中環境を擬似的に再現した
酸性環境下においても megalin を介したエンドサイ
トーシスには MMAを添加したような変化は認められ
なかった。これらの結果より，高濃度の MMA が存在
することにより細胞膜上に megalinが滞留しエンドサ
イトーシスは抑制されることが示唆された。さらに，こ
のエンドサイトーシスの抑制は MMA特異的であるこ
とを見出した。
4）MMAが megalinの ligand binding domain に与え
る影響の解析
megalin を介したエンドサイトーシスが MMA に
よって抑制されることが示唆されたことから，次に
MMA が megalin のどのドメインに影響を与えること
でエンドサイトーシスを抑制しているかについて解析を
行った。そこで，N末端側に存在する complement-like
repeat（LDLa），EGF-like repeat，YWTD motif の三
つのドメインを含む ligand binding domain（LBD）と
いう細胞外ドメインに着目した。LBD 内に存在する
EGF-like repeat及び YWTD motifはエンドサイトーシ
ス後に細胞内にてリガンドと解離する上で非常に重要な
ドメインであることが報告されている。そこで，LBD
内のどのドメインが MMAの影響を受けるのかを解析
するために，エンドサイトーシスの機能を維持し，さら
に HA-tagを付加した mini-megalin（HA-WT）の発現
プラスミドを作製するとともに，各ドメインを欠失させ
たプラスミド（HA-del.LDLa，HA-del.EGF，HA-del.
YWTD）の構築を行った。その後，L2 cellsに各プラス
ミドを導入した後にMMA処理を 15分間行い，HA抗
体を用いた免疫染色に供することで megalinの細胞内
局在を解析した。その結果，MMA存在下の HA-WTは
巨大な小胞に局在することが観察された。これは，細胞
膜直下に megalin を含む多量のクラスリン小胞が留
まっているためにこのような megalinとの共局在が観
察されたものと考えられた。HA-del.LDLa 及び HA-
del.EGFにおいても MMAを添加することにより同様
に巨大な小胞とともに局在することが確認された。しか
しながら，HA-del.YWTD においては MMA 存在下及
び非存在下において megalinが局在する小胞の大きさ
には差異は見られなかったことから，MMAは YWTD
motif に作用して megalin をクラスリン小胞に留まら
せ，エンドサイトーシスのサイクルを破綻させているこ
とが示唆された。最後に，MMAにより誘導された巨大
な小胞にはリガンドが含まれているかを Alexa488-BSA
を用いて観察を行った。その結果，MMA存在下におけ
る巨大な小胞においても微量であるが，リガンドを有し
ていることが観察された。これらの結果より，megalin
を介したリガンドの取り込みの低下に加え，エンドソー
ムに到達できずリガンドの解離が行われないことが考え
られる。
総 括
従来，腎臓は尿の排出器官として位置づけられていた
が，栄養素の再吸収に関わり生体内の恒常性維持に重要
─ 42 ─
な臓器であることが認知されるようになってきた。その
中でも，複数の栄養素の再吸収を行う megalinは様々
な栄養素の恒常性に貢献している。本研究では，mega-
linを介したエンドサイトーシスにおけるビタミン B12
の制御に焦点を当て解析を行った。本研究によって，ビ
タミン B12欠乏モデルラットを用いた in vivo解析にお
いて，1）ビタミン B12欠乏状況下では megalinが尿細
管管腔膜上に蓄積すること，2）megalinの管腔膜の蓄
積によりビタミン B12と同様の機構で取り込まれる
RBPの取り込みが抑制されることを明らかにした。以
上のことから，megalinを介したエンドサイトーシスに
はビタミン B12が重要である。また，L2 cells を用いた
in vitroの解析において 3）megalinを介したエンドサ
イトーシスはビタミン B12欠乏時に産生されるMMAに
より阻害される。4）megalinの細胞外ドメインである
YWTD motif に MMAが作用することで，細胞膜直下
のクラスリン小胞に megalinが多量に存在することを
見出した。
本研究により，ビタミン B12欠乏時に産生される
MMA が megalin の機能を負に調節する新たな機構を
発見したとともに，微量栄養素であるビタミン B12は
megalin を介したエンドサイトーシスのリガンドであ
り，megalinの制御因子の一つでもあることを示した。
審査報告概要
本研究は，ビタミン B12の新たな機能の探索に焦点を
おき，腎臓内の近位尿細管に存在する megalinを介し
たエンドサイトーシスがビタミン B12濃度に依存し制御
されていることを明らかにした論文である。その結果，
ビタミン B12欠乏時に産生されるメチルマロン酸が
megalinの細胞内部への移行を抑制することによって機
能不全を引き起こすことを明らかにした。本研究によ
り，ビタミン B12欠乏時に産生される有機酸がmegalin
の機能を負に調節する新たな機構を発見したとともに，
微量栄養素であるビタミン B12は megalinを介したエ
ンドサイトーシスの制御因子の一つであることを明らか
にした。
よって，審査員一同は博士（農芸化学）の学位を授与
する価値があると判断した。
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